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摘要 ”完整 的 菠菜 (Spinacia oleracea L.) 时 过 氧化 物 酶 体 在 NAD 和 丙 氨 酸 存在 时 ， 转 变 甘 油 
琶 成 为 丝 氨 酶 。 完 整 过 氧化 物 酶 体 的 转变 速率 低 于 破碎 的 过 氧化 物 酶 体 转变 速率 。 反应 对 NAD 是 
绝对 依 顿 的 ， 对 草 酰 乙 酸 只 是 部 分 依赖 。 草 酰 乙酸 可 以 用 o- 酮 成 二 酸 和 天 冬 氨 酸 代替 。 过 氧化 物 酶 
体 膜 能 缓慢 透 过 NAD/NADH。 提出 了 膜 运 载体 可 能 参与 叶 过 氧 体 NAD/NADH 的 再 产生 的 穿梭 
系统 。 

关键 词 过 氧化 物 酶 体 ， 光 呼吸 ， 穿 梭 系 统 ，Percoll 梯 度 


光 呼 吸 过 程 中 的 甘油 酸 途 径 51，2 是 一 可 逆 过 程 ， 在 其 逆反 应 中 ， 在 甘油 酸 脱 氢 酶 
参与 下 ， 把 甘油 酸 转变 成 羟基 丙酮 酸 ， 然后 在 一 个 尚未 清楚 的 转氨酶 7 催 化 下 ， 通过 
转 氨 作 用 生成 丝氨酸 。 负 责 这 些 转变 的 酶 定位 于 过 氧化 物 酶 体 〈 简 称 过 氧 体 ) 。 在 甘油 
酸 与 丝氨酸 的 相互 转变 中 ， 在 过 氧 体 中 产生 的 NADH/NAD 的 再 生 被 认为 是 经 过 苹果 
酸 / 天 冬 氨 酸 穿梭 系统 5!，?]。 已 有 证 据 表 明 类 似 的 穿梭 系统 在 叶绿体 、 线 粒 体 也 运 
行 (4，5)。 这 一 沿用 多 年 的 图 解 主要 是 根据 过 氧 体 膜 不 能 透 过 NADH/NAD， 因 为 用 分 
离 的 过 氧 体 测定 羟基 丙酮 酸 还 原 酶 的 活性 时 ， 与 破碎 的 过 氧 体 比 较 ， 完 整 的 几乎 看 不 到 
有 活性 ， 即 存在 所 谓 “ 潜 伏 性 ”。 再 者 过 氧 体 中 存在 占 细胞 总 量 40% 左 右 的 苹果 酸 脱 迄 
本 活性 还 不 完全 清楚 其 实际 意义 。 但 此 穿梭 系统 是 否 实际 运行 ， 因 为 NADH/NAD 能 否 
以 足够 的 速度 进入 过 氧 体 ， 维 持 其 代谢 流 ， 仍 然 是 不 肯定 的 。 本 文 应 用 完整 的 法 末 叶 过 
氧 体 ， 在 放射 性 底 物 甘油 酸 和 氨基 供 体 存 在 下 ， 再 供应 穿梭 系统 的 成 员 NAD, W 
酰 乙 酸 、% - 酮 成 二 酸 、 天 冬 氨 酸 ) ， 对 此 作 了 探讨 。 


材料 和 方法 


菠菜 叶 过 氧 体 的 分 离 ”菠菜 (Spinacia oleracea L.) 由 当地 市 场 购买 。 完 整 的 
PER BT PEC 6 DF ESE Percoll #4 BES) BM, BRT A Hepes-NaOH 2g op wy (RAF Tricine-KOH 
缓冲 液 外 。 分 离 的 过 氧 体 完整 率 95% 左 右 。 当 完整 的 过 氧 体 需 要 稀 杰 时 ， 用 合 ImM pH 
7.54 Hepes-NaOH fy 0.25 BERS RR RE. DERE ANE BER (osmotic shock) 法 获 
得 。 向 完整 的 过 氧 体 加 入 等 体积 的 1 mM Hepes-NaOH 缓 冲 液 (PH7.5》 。 用 Vorter 混 
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RRRA 1 一 2 分钟 。 用 测定 羟基 丙酮 酸 还 原 酶 “潜伏 性 ” 的 方法 检查 所 需 的 过 氧 体 是 
完整 的 或 确实 已 经 破碎 53 6 

甘油 酸 转变 成 丝氨酸 的 反应 系统 过 氧 体 与 下 面 反应 介质 保温 。250 微 升 反 应 介质 
含 0.0547 Hepes-NaOH (pH7.5) 或 Taps-NaOH (pH9.0), 0.25M R8, 2mMĦ W 
RR, 0.2mM NAD，0.5mM 草 醚 乙酸 ，2 mMRARMO.5ue [14C]- 甘 油 酸 。 反 应 在 
24C 条 件 下 进行 。 反 应 以 加 入 [14C]- 甘 油 酸 开始 。 在 不 同 间隔 时 间 ,， 取 55 微 升 反应 混合 
物 ， 注 入 含 20 微 升 0,5N HsSO4 的 小 管 ， 终 止 反 应 。 反 应 的 活性 由 形成 的 放射 性 丝氨酸 
进行 监测 。 

放射 性 丝氨酸 的 分 析 ”把 经 酸化 的 75 微 升 反 应 混合 物 装 在 5 x0.5cm 的 Dowex 50 
H* 柱 上 ， 用 10 毫 升 蒸馏水 洗澡 除去 有 机 酸 。 丝 氨 酸 吸附 在 柱 上 , 用 8 毫升 2 M NH,OH 
将 丝氨酸 洗 下 ， 取 洗 脱 液 的 一 部 分 进行 闪烁 计数 ‘7，8)， 计算 作 图 时 折算 为 0.1 毫 升 过 
氧 体 悬 浮 波 。 

羟基 丙酮 酸 还 原 酶 活性 测定 ”用 光谱 法 监测 NADH 的 氧化 ,测定 羟基 丙酮 酸 还 原 酶 
的 活性 。 在 1 毫升 反应 混合 物 中 ， 含 0.1M 磷 酸 钾 缓 冲 液 (pH6.7)，0.14mM NADH, 
5 m 以 羟基 丙酮 酸 和 0.4M 广 糖 。 加 入 10 一 20 微 升 反 应 混合 物 的 过 氧 体 。 反 应 由 加 入 凑 
AGAMA RRIF RA. 在 反应 达到 稳定 状态 后 ， 加 入 50 微 升 5 % 的 Triton X-100 使 过 氧 体 破 
碎 。 在 有 Triton 时 的 活性 代表 过 氧 体 的 总 活性 ， 没 有 Triton 时 的 活性 ， 代表 已 经 破碎 的 
过 氧 体 的 活性 。 由 两 者 之 差 计 算 制 剂 中 完整 的 过 氧 体 的 百分数 。 

试剂 [' “CJ- 甘 油 酸 为 RPI 公 司 产品 ， 均一 标记 。 非 标记 的 甘油 酸 为 D- 和 L- 异 构 
体 混合 物 ， 为 Sigma 公 司 产品 。 其 它 试剂 亦 均 来 自 Sigma 公 司 。 


试验 结果 


NAD 对 丝氨酸 形成 的 影响 

在 2 mM 甘油 酸 、0.5mM 草 酰 乙 酸 、2 mAM 丙 氨 酸 和 NAD 存 在 时 ， 完 整 的 过 氧 体 将 
甘油 酸 转变 成 丝氨酸 ， 反 应 强度 随 NAD 浓 度 增加 而 加 强 (图 1) 。 

由 图 1 可 以 看 到 NAD 的 浓度 从 0.001mM 增加 到 1mM， 从 甘油 酸 形成 的 丝氨酸 明 - 
显 增加 。 当 浓度 为 0.001mM 时 ， 几 乎 没有 丝氨酸 生成 。 由 此 可 以 外 推 ， 当 NAD 的 浓度 
为 零 时 ， 即 无 外 源 NAD 时 ， 反 应 将 不 能 进行 ， 无 丝氨酸 形成 。 反应 对 NAD 是 绝对 依赖 
的 ， 与 以 前 结果 5 3 1] 一致。 丝氨酸 的 形成 与 NAD 浓 度 成 正 相关 表明 ，NAD 能 够 缓慢 透 过 
过 和 氧 体 膜 并 与 定位 于 基质 的 酶 发 生 反 应 。 为 了 进一步 检查 这 种 看 法 ， 比 较 了 完整 的 和 利 
用 渗透 又 变 破碎 的 过 氧 体 的 羟基 丙酮 酸 还 原 酶 活性 。 过 和 氧 体 是 用 1000 一 10000 g 差 速 离 
心 10 分 钟 获得 的 粗 制 剂 。 沉 淀 经 洗涤 一 次 。 结 果 表 明 ， 两 者 活性 的 最 适 pH 都 为 6.7 (图 
2) 。 在 最 适 p 互 条 件 下 ， 破 碎 的 过 氧 体 的 活性 随 羟基 丙酮 酸 的 浓度 增加 而 直线 上 升 , 完 
整 的 过 氧 体 的 活性 则 只 是 慢 慢 升 高 ， 结 果 支 持 上 述 NAD 能 缓慢 进入 过 氧 体 的 看 法 (图 
3) 。 当 比较 从 Percoll 梯 度 得 到 的 完整 的 过 氧 体 和 破碎 的 过 氧 体 转变 甘油 酸 为 丝氨酸 的 
活性 时 ， 破 碎 的 总 是 大 于 完整 的 (图 4) ， 用 乙酰 -NAD 代 替 NAD 时 活性 比 NAD 低 ， 
同时 完整 的 比 破碎 的 活性 略 低 〈 图 4) ， 这 可 能 是 乙 洗 -NAD 分 子 比 NAD 大 ， 增 加 了 对 
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Fig. 3 Effect of different concertration OH- 
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过 氧 体 膜 透 性 的 困难 。 这 些 结果 结合 我 们 以 前 在 研究 代谢 物 对 膜 透 性 所 提出 的 考虑 [7， 
表明 NAD 进 入 过 氧 体 时 ， 膜 上 存在 屏障 ， 似 乎 要 借助 于 膜 上 的 运载 体 。 
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草 酰 乙酸 对 丝氨酸 形成 的 影响 

当 含 2 mM 甘 油 酸 、0.5mM 草 酰 乙酸 、2 mM 丙 氨 酸 、0.2mM NAD 的 反应 介质 与 
完整 的 过 氧 体 保 温 时 ， 甘 油 酸 被 转变 成 丝氨酸 ， 当 从 反应 介质 中 将 草 酰 乙 酸 省 去 时 ， 反 
应 虽然 能 继续 进行 ， 但 生成 的 丝氨酸 比 有 草 酰 乙酸 时 少 得 多 ， 亦 即 反 应 强度 大 大 降低 
(图 5 ) 。 这 些 结果 表明 ， 草 醚 乙酸 进入 了 过 和 氧 体 。 进 入 过 氧 体 的 草 酰 乙 酸 在 荚果 酸 脱 
氢 酶 催化 下 ， 与 进入 过 氧 体 的 NAD， 经 甘油 酸 脱氧 酶 催化 生成 的 NADH 发 生 反应 ， 生 
成 苹果 酸 ， 而 甘油 酸 则 被 转变 成 产 基 丙酮 酸 ， 再 经 转 氨 生 成 丝氨酸 。 在 有 章 酰 乙 酸 存 在 
时 ， 由 于 生成 的 NADH 可 以 不 断 地 为 草酸 乙 酸 除 去 ， 加 速 了 从 甘油 酸 转变 成 丝氨酸 的 反 : 
应 。 没 有 草 酰 乙 酸 时 ， 由 于 NADBB 的 积累 而 使 反应 减 慢 。 反 应 不 象 对 NAD、 甘 油 酸 和 两 ， 
氨 酸 绝对 依赖 那样 ， 草 酰 乙 酸 的 依赖 不 是 绝对 的 , 与 以 前 结果 53 相符。 无 草 酰 乙 酸 存在 ， 
时 ， 仍 有 一 部 分 丝氨酸 形成 ， 可 能 是 积累 的 NADH (反应 产物 ) 的 量 并 不 足以 使 反应 完 
全 停止 ， 也 可 能 在 过 氧 体内 有 其 他 消耗 NADH 的 方式 。 

为 了 进一步 检查 上 面 看 法 ， 在 省 去 草 
酰 乙酸 的 介质 中 , 加 入 0.5mM a - 酮 戊 二 
酸 和 2mM 天 冬 氨 酸 , 结果 表明 ， 生 成 的 丝 
氨 酸 的 量 恢复 到 有 草 酰 乙酸 存在 时 的 水 平 
(图 5)， 表 明 进入 过 氧 体 的 0 - 酮 戊 二 酸 
和 天 冬 氨 酸 在 过 氧 体 所 含 的 SAB-AB 
乙酸 转氨酶 催化 下 生成 草 酰 乙酸 ， 然 后 生 
成 的 草 酰 乙酸 参与 移 去 从 NAD 生 成 的 
NADH 而 使 反应 加 速 ， 结 果 与 上 述 结果 推 
断 相 一 致 。 外 源 的 0 -MRON E 酰 乙 
酸 能 使 省 去 草 酰 乙酸 的 反应 系统 从 甘油 酸 
形成 丝氨酸 恢复 到 有 章 栈 乙酸 存 在 的 水 
平 ， 这 也 表明 在 完整 过 氧 体 中 有 苹果 酸 脱 E OER 
氢 酶 和 谷 氮 酸 - 草 酰 乙酸 转氨酶 存在 , 这 是 图 5 完整 菠菜 叶 过 氧 体 转 变 甘 油 酸 为 丝氨酸 


完 成 再 生 NAD /NADH 的 穿梭 系统 的 必需 Fig. 5 Conversion of glyceric acid to serine in 
条 件 intact spinach leaf peroxisomes. 
` o 3 
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讨 论 

Mettler 和 BeeversC10 测 定 了 草 麻 乙 醛 酸 循环 体 的 NAD/NADH 人 含量 分 别 为 0.22n 
mol/mg 蛋 白 和 0.004n mol/mg 和 蛋白。 假定 这 一 含量 同样 存在 于 菠菜 叶 过 氧 体 。 如 果 现行 图 
解 的 苹果 酸 / 天 冬 氨 酸 穿梭 在 体内 是 使 甘油 酸 转 变 成 羟基 丙酮 酸 和 丝氨酸 的 主 要 途径 的 
话 ， 那 么 在 本 实验 和 以 前 的 实验 条 件 5[33 下 , 在 没有 外 源 NAD 时 , 可 以 期 望 观察 到 一 些 丝 
氨 酸 的 形成 , 但 实际 上 没有 丝氨酸 的 形成 。 这 与 Schmitt 等 11 在 完整 的 过 氧 体 转变 羟基 丙 
酮 酸 为 甘油 酸 的 反应 中 , 当 没 有 外 源 NADH 时 ,没有 甘油 酸 的 形成 的 结果 相似 。 考 虑 到 外 
源 NAP 的 存在 能 很 快 转变 甘油 酸 成 为 丝氨酸 ， 这 种 转变 在 破碎 的 过 氧 体 比 完 整 的 过 氧 
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体 更 有 效 ， 以 及 草酸 乙酸 的 存在 明显 加 速 这 种 转变 ， 我 们 提出 了 在 菠 荣 叶 过 和 氧 体 NAD/ 

NADH 再 生 的 可 能 机 制 如 图 6 。 在 这 个 图 解 中 包括 还 原 势 (NAD/NADH) 借 助 于 存在 于 
膜 上 的 运输 蛋白 而 穿 过 过 氧 体 膜 ， 同 时 伴随 着 其 它 穿梭 成 员 的 进出 过 氧 体 。 这 些 成 员 进 
出 过 氧 体 是 借助 于 扩散 机 制 ， 还 是 借助 于 运载 蛋白 还 不 清楚 ， 不 过 天 冬 氨 酸 的 进出 似乎 
是 由 于 扩散 作用 510)。 虽然 目前 尚未 鉴定 出 在 过 氧 体 膜 存在 能 为 细胞 质 NAD 和 氧化 的 电子 
传递 体 ， 使 还 原 能 力 能 越过 过 氧 体 膜 ， 并 使 过 氧 体外 的 NADH 氧 化 ， 但 Donaldson 等 12) 
和 Hicks 等 (13] 已 证 明 乙 醋酸 循环 体 有 转移 还 原 剂 的 能 力 ， 包括 Cytbs， Cytbs 还 原 酶 和 










图 6 在 完整 菠菜 叶 过 氧 体 中 ， 依 赖 NAD 了 驱动 的 甘 
油 酸 转变 成 丝氨酸 的 可 能 机 制 
简写 符号 : Tox 和 Tred 〈 氧 化 和 还 原型 运载 体 ) 
Glyc (HMM), OH-Pyr (羟基 丙酮 酸 )， 
Mal CERM) 
Fig. 6 Potential alternative route to supply 


NAD to drive converting glyceric acid to 






NAD X Tred 
| 
Tox 


NADH 


serine in intact spinach leaf peroxisomes. 
Abbreviations: Tox and Tred (oxidative and 
reduced transporter), Glyc (glycerate), OH-Pyr 
(hydroxy-pyruvare), Mal (malate). 


Cytp42o。 乙 醋酸 循环 体 膜 还 有 NADH， Cytc 还 原 酶 和 NADH; 和 氰 化 铁 还 原 酶 活性 。 再 
者 ， 微 体内 有 让 富 的 外 周 和 内 周 黄 素 化 合 物 。 因 此 ， 很 可 能 过 和 氧 体 腊 有 一 系列 黄 素 蛋白 
或 其 它 化 合 物 以 某 种 方式 使 NAD/NADH 进 出 过 氧 体 。 也 可 能 一 种 能 转 输 NAD/NADH 
跨 过 氧 体 膜 的 转 氧 酶 负责 还 原 能 力 的 进出 ， 就 如 同 在 线粒体 膜 的 转氨酶 那样 4 15。 当 
然 ， 在 确证 或 者 否定 所 提出 的 可 能 机 制 前 ， 对 过 氧 体 膜 的 特性 进行 更 深入 的 研究 是 必需 
的 。 
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SUPPLEMENT OF NAD FOR THE GLYCERATE TO SERINE 
CONVERSION IN INTACT SPINACH LEAF PEROXISOMES 


Liang Zheng 


(Institute of Botany, Academic Sinica, Beijing) 


Abstract Intact spinach(S pinacia oleracer L,)leaf peroxisomes convert glyceric 


acid to serine in the presence of NAD and alanine, 


lower in the intact peroxisomes than that in the broken one, 


The rate of conversion is 


The reaction is 


completely dependent on NAD, but is only partially dependent on oxaloacetate, 


The oxaloacetate can be replaced with a 


-ketoglutarate+ asparate, The peroxiso— 


mal membrane is sparsely permeable to NAD/NADH, The participation of the 
peroxisomal membrane transporter in an electron shuttle system across the memb- 
rane of peroxisomes in the regeneration of NAD/NADH is suggested, 

Key words Peroxisome, Photorespiration; Shuttle system; Percoll gradient 


